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谭 属 动物 陈旧 皮 张 标本 的 DNA 提取 及 
PCR 扩 增 ” 
兰 E rf Er / JE 8 


CUBES EHÉ Ez EE HF 2545 SES BrÉRDRS Is dr POET IAMETESIUR EH 650223) 
OC. 

A 摘要 ”本 实验 用 改进 的 方法 从 保存 于 标本 馆 的 动物 皮 EE 所 得 DNA 片段 
的 分 子 量 从 100 bp 到 【kb 以上。 利用 线粒体 DNA 细胞 色素 b 通用 引物 和 PCR 技术 ， 从 小 
BE. HEE, EUR, SPECHE. ME DNA 中 扩 增 出 307 bp 的 细胞 色素 b 特异 片段 (加 上 两 端 引 
物 后 长 度 为 364 bpl。 用 28 种 限制 性 内 切 酶 对 从 新 鲜血 样 和 从 陈旧 皮 张 标本 中 所 得 扩 增 片段 进行 
酶 切 分 析 ， 发 现 只 有 4 个 栈 {Dra TT、Xba I、Hae 开 、Hpa 卫 在 这 个 片段 上 有 切 点 ， 其 中 Hael 
和 天 apI 的 识别 位 点 在 各 种 麻 中 有 所 不 同 。 


关键 词 ” 谋 ， 皮 张 标本 ，PCR 扩 增 DNA FEI AA TEA 


分 子 生物 学 向 分 类 学 、 进 化 生物 学、 古生物 学 等 学 科 发 展 渗透 、 通 过 分 析 不 同 物种 的 
DNA 分 子 的 结构 异同 来 探讨 物种 的 起 源 分 化 ， 已 成 为 现代 比较 生物 学 的 一 个 发 展 趋势 。 
当前 ， 大 们 不 人 可 以 从 现 生动 物 中 提取 DNA 进行 分 子 进 化 研究 ， 甚 至 可 以 从 博物 馆 中 保 
FEKRR, KUP., ER., BEE HER DNA 进行 分 析 (Higuchi 等 ，1984， 
1987; Paabo 等 ，1988，1989)。 随 着 能 够 特异 扩 增 DNA JT PES E 0 EE BES Ix PE (PCR) 
(Saiki ^E, 1988MXJRBUI PIE PH. KERRE RAD TARRE — Tr T3 RS iib ES 
是 ， 从 陈旧 标本 中 提取 到 的 PNA 分 子 量 一 般 都 比较 小 ， 因 而 可 以 从 中 扩 增 出 的 特异 片段 
的 分 子 量 也 比较 小 ， 有 时 难以 满足 分 子 进化 研究 的 需要 。 

FE ROM untiacusY4E R Th T "P ERURUL ZR P] IE 5) — 38 vB zh E BE(Cervidae) 动物 。 现 存 的 
BE3E,  — REI DOR AFIL: EFL E FE(M. muntjak) (2n= 6? , 75), /»ABE(GM. re 
evesi) (2n— 46). B EECM. crinifrons) (2n 8? , 95), SRI&FECM. feae) Qn 149, 
15 沪 )， 还 有 分 类 位 置 未 取得 一 致意 见 的 罗氏 谭 ({M. rooseveltorum) (2n— 6? ) (Ellerman 
等 ，1951)， 以 及 1988 年 在 云南 省 高 黎贡山 地 区 发 现 的 席 属 新 种 一 一 贡 Lip FE 
(M. gongshanensis) (2n—8:?, 9*5 (Ht, 1990), 

FE 5 552 0) a S RUDUE £e — ATA ILC A DOBRÜSESLUREN, HORSE TEX 
ARRAMA, dER'CB Cz TREXDOE MIRAA. PER Sh E UK PAIS UEZE rh 
县 有 特别 重要 的 意义 ， 有 的 种 类 由 于 数量 稀少 而 具有 较 高 的 保护 价值 。 然 而 ， 由 于 该 属 中 
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有 些 物 种 在 外 表 上 很 相似 ， 不 易 区 别 ， 央 而 给 物种 鉴定 带 来 很 多 困难 。 昆 明 动 物 研 究 所 标 
本 馆 至 今 仍 保 存 着 一 些 皮 张 标本 ， 既 无 法 确定 它们 的 种 类 、 也 设 有 是 句 证 据 将 其 鉴定 为 新 
种 。 物 种 鉴定 的 困难 已 影响 到 该 曲 动 物 的 其 他 形态 学 研究 。 例 如 ， 费 氏 麻 的 外 形 与 贡 山 麻 
和 黑 魔 非常 接近 ! 马 世 来 等 、1990)， 在 野外 不 易 区 分 。 费 氏 庭 主要 分 布 在 泰国 。 过 去 有 人 
认为 中 国 云南 西部 贝 有 费 氏 席 的 分 布 、 但 自 失 在 云南 西部 发 现 席 略 动 物 的 新 种 ya ui 
Ja. ALIAE BIA 29 2 fb E zs PR PS RET) x EC FE R[ HE SEE EXE TOUINES. FIBER ACIE EE E TEPORE 
E HRADE. An ERE AY TKF EEr- £5 o8 HB fes. KEDERE 
物种 ， 分 析 形 态 上 难以 鉴定 的 标本 ， 则 可 望 解 决 上 述 形态 学 研究 中 的 诸多 疑点 。 

作为 此 项 研究 的 第 一 步 工 作 、 本 实验 用 改进 的 方法 从 保存 于 标本 馆 中 的 动物 王 皮 标本 
中 提取 DNA， 得 到 的 DNA KRAS TEM 100 bp 到 1kb 以 上 。 利 用 线粒体 
DNA(mtDNA) 细 胞 色素 b(cyt b) 通 用 引物 {lwirn 等 ，1991)， 在 总 共 23 HERA DNA FE 
品 中 ， 共 有 15 份 样品 扩 增 出 特异 的 307 bp 片段 (加 上 两 端 引 物 后 的 长 度 为 364 bp) i] 
用 限制 性 内 切 酶 对 这 些 扩 增 片段 进行 分 析 ， 和 希望 通过 各 种 席 限 制 性 类 型 的 不 同 来 建立 遗传 





1 材料 与 方法 
11 材料 


所 有 用 于 DNA 提取 的 皮 张 标本 均 取 自 中 国 科 学 院 昆 明 动 物 研 究 所 标本 馆 ， 数 量 23 
份 。 动 物种 类 包括 印度 麻 CMunriacws muntjak)、 小 魔 (M. reeves), RIUM. crinifrons)、 
HUM. gongshanensis) flle ECECM. feae), 9E Hali 69 M. H- AE Sb sic Hb o | P$ IL pap Rb HC 
0.5g 材料 进行 DNA 提取 和 PCR 扩 增 。 标 本 保存 年 代 最 短 者 4 年 ， 最 长 者 34 年 。 另 
外 、 用 于 细胞 总 DNA 提取 的 各 种 麽 的 组 织 或 培养 细胞 均 来 自 中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 
野生 动物 细胞 库 。 
12 方法 
L2.1 DNA 提取 参考 标准 的 DNA 提取 方法 (Sambrook 等 ，1989)。 对 于 皮 张 标本 ， 
在 提取 前 作 以 下 预 处 理 ; :将 标本 置 于 eppendorf Et, M 1 ml ERE TE 4 已 浸泡 标本 过 
Eo AER: l0mmo L Tris-HCI, 0.2mol/L EDTA, 50mmol/L NaCl, 
pH8.0; fii SEHR PEE, Heiki Ak HH 29 77 3 1 mm? 以 下 的 雁 片 ;全 用 1 ml 含有 0.1% 
胶原 酶 和 1?% 胰 和 蛋白酶 的 PBS 液 在 37'C kb BE bn E 4 h: 4130007/ min 离心 10 min, WF 
ERR. WMA 1ml 含 有 1%SDS 和 100 ug / ml 蛋白酶 K 的 STE E. 56'C APR Sh 后 ， 
再 加 入 100 ug 蛋白 本 K, AER 37'C i 4 rb SRZESEEE 48 一 72h; (5:10000 r / min 离心 
l0 min， 取 上 清 液 ， 按 标准 方法 进行 DNA 提取 。 

为 防止 提取 过 程 中 污染 微量 的 外 源 DNA 分 子 造成 PCR 的 结果 错误 ， 我 们 设立 了 一 
个 阴性 对 照 ， 访 对照 用 谍 纸 片 代替 皮 张 ， 提 取 六 法 与 样品 完全 相同 。 
122 PCR 扩 增 PCR 扩 增 所 用 引物 由 复旦 大 学 遗传 研究 所 合成 ， 部 分 引物 由 张 亚 平 
博士 惠 赠 。 引 物 为 mtDNA cyt-b 通用 引物 中 的 L14841 和 H1S149， 该 引物 特异 地 扩 增 
哺乳 动物 线粒体 DNA 基因 组 cyt-b 基因 中 一 个 长 度 为 307 bp 片段 ， 引 物 序 列 为 ， 

L14841 5 AAMAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA- 3 

H15149 55 -AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA- Y 
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PCR P HARA EHAE EAS PCR 仪 为 北京 新 技术 应 用 研究 所 的 1109 型 
微电脑 自动 基因 扩 增 仪 。 反 应 系统 体积 为 25 Kl， 内 含 10 mM Tris-HCI(pHS.9). 
s0mM KCl 1.5mM MgCL，0.001% R. 2004M dNTPs. 54M 引物 ，1 KgDNA 
样品 ，2 单位 Tag DNA 聚合 酶 。 符 个 循环 过 程 为 变性 : 93C. 30s Æt: 55C, 
60s; fR; 72C. 100s. Jfr 40 个 循环 。 反应 前 在 93'C Pide PE 3 min，40 个 循环 结 
束 后 在 72€ RE fff 5 min. 

1.2.3 ”限制 性 内 切 醇 消 化 ” 酶 解 总 体积 为 20 KI， 内 含 Zub ARR Rahi. 0.1—0.5 ug 的 
样品 DNA, 3—5 单位 的 限制 性 内 七 老 。37 世 消化 4h AAs WMA 1x5 体积 的 载 样 缓冲 
液 (50% 甘 油 ，0.1 M EDTA，0.01% 溴 酚 蓝 ，pH8.0) 终 止 反 应 。 

1.24 ER HE BERE Wer bk — 配制 1.5% B9 Xa je p E [x E X (30cm x 15cm x 07cm)， 用 
30V / 40cm 电压 室温 下 电泳 16h. AEREPI AE 0.5 Kg m 的 省 化 乙 锭 (EB)。 紫 外 灯 下 现 
察 、 拍 照 。 





1200bp 


600bp 





9 10 n m B 14 15 16 UM 


图 ! 17 份 谋 皮 张 标本 中 抽 提 的 DNA bikai 
Fig. { The agarose electrophoresis pattern of DNAs from 17 specimens of muntjac 
M 为 100 bp RER ST EB ig. ch 600 bp 和 1200 bp 带 已 标 出 : C 为 DNA ER aH 


M is the t00 bp ladder as molecular size marker (600 bp and1200 bp indicated), and C rs the control extraction. 
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从 陈旧 标本 中 提取 的 DNA fr rd Eg 1 所 示 ，DNA FERIA REX 1 kb 以 
上 。 从 0.5g 皮 张 标本 中 、 用 本 方法 大 约 可 以 提取 有 到 0 一 100 rg DNA 分 子 。 

PCR 扩 增 结果 见 图 2。 我 们 可 以 看 到 ， 日 标 DNA POR RBAK: 360 bp( 实 际 
应 是 364 bp)、 空 白 对 照 和 阴性 对 照 均 无 扩 增 片段 ， 表 明 DNA 提取 和 扩 增 过 程 未 受到 外 
ii DNA 分 子 的 污染 。 虽 然 反 应 体系 中 所 含 借 板 DNA 分 子 的 量 大 体 相等 ， 但 由 于 不 同 标 
本 所 提取 到 的 DNA 分 子 太 小 很 不 相同 ， 反 应 体系 中 实际 所 含 的 模板 拷贝 数 有 很 大 差异 ， 
因此 扩 增 带 的 明暗 程 度 颇 不 一 至 


M 0 1 2 3 4 5 6 7 8 


1200bp 


600bp 





图 2 订 皮 张 标本 的 通用 引物 PCR 扩 增 产物 电泳 图 谱 
Fig. 2 The agarose electrophoresis pattern of universal primer -directed PCR products 
from DNA of fur specimens of muntjac 
M 为 L00bp 梯度 的 分 子 量 标记 ， 具 中 600 bp fI 1200 bp He esti; 0 299€ E RR. 5 AREA 
M ss the 100 bp ladder as molecular size marker 1600 bp and 1200 bp indicated). and 
0 is the neganive control amplification, and 5 15 thc contro] amplificalion 
为 了 进一步 证 明 我 们 扩 增 的 乒 段 确实 是 席 cyt-b 基因 的 一 部 分 ， 我 们 需要 先 从 各 种 魔 

的 血液 中 提取 DNA， 进 行 同样 的 PCR 扩 增 ， 然 后 用 限制 性 内 切 能 来 处 理 扩 增 产物 ， 建 
立 遗 传 标 记 ， 并 用 此 标记 来 检验 我 们 从 皮 张 标本 中 提取 、 扩 增 的 DNA 片断 。 我 们 共 使 
用 了 28 种 限制 性 内 切 酶 去 半 找 扩 增 片段 上 可 能 的 酶 切 位 点 ， 其 中 9 种 酶 识别 四 碱 基 序 
9$]: Alul, Haell. Him lI, Hpall, MspI. Saeu3AI,. SinI, StvI. TagI:s 19 种 
酶 识别 六 硕 基 序列 : Apal., Aval., BamM I. Bci, Bgil. Beili, Chl, Dral., 
EcoRI. EcoRV, Hindll. Hpal, KprIl. Ps I, Pvull. Sacl, Seal. Xhol. 
Xbal. ERR Haell, Hpal. Dral, Xbal4 个 酶 在 魔 的 扩 增 片段 上 有 切 点 。 各 种 
魔 的 扩 增 片段 经 这 4 种 酶 处 理 后 产生 的 限制 性 态 型 如 表 1 imr PAF. H pal iae 
ek E qe A. ST 3。 
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Fg ibl s 


Hue lil 


H pall 


Dral 
Xba l 
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表 1 各 种 麻 的 扩 增 片段 经 4 种 酶 处 理 后 产生 的 限制 性 态 型 





Tab. 1 Restriction patterns of amplified muntjac mtDNA fragments 
ETE 识别 序列 Eo 3s 限制 性 片段 分 子 晤 {bp} 
A CCGG ] 300, — i 
B 0 360 
C 2 130, 120, 110 
A GGCC ] 300. — 
B 0 360 
C 2 130, 120, 110 
TTTAAA i 250, 110 
TCTAGA i 300, — 
500 bp 
100 bp 
图 3 W PCR HEP tl H pa [T ke HL EK Edid 
Fig. 3 The Hpalldigestion patterns of PCR products from muntjacs i 


100 bp 利 600 bp WE prito 9$ ] 一 5 Hm ople RURE, WERE, MERE, RRINE, 
M js the 100 bp ladder as molecular size marker 4100 bp and 600 bp indicated), and Lane | through 5 


are from M. gongshanensrs, M. feac, M. muntjak, M. crinifrons and M. reevesi, respectively. 


从 表 1 可 以 看 到 ， 只 有 Fae 亚 和 H pa T HRES HAE ARAE. wU 
和 黑 谭 的 限制 性 坊 型 为 Hae 古 -A，Hpall -A， 费 氏 谭 的 限制 性 态 型 为 Haelll -B. Hpall 
-Bo mÆ ME EER HESH Hae 夺 ~-c，Hpa 了-~c， 由 此 我 们 可 以 把 5 种 麻 分 为 
三 组 ， 一 组 为 贡 山 麻 、 墨 魔 ， 另 一 组 为 费 氏 麻 ;， 第 三 组 为 小 席 和 印度 麻 。 但 我 们 未 能 找到 
各 种 靡 特有 的 遗传 标记 。 

' 和 根据 我 拉 从 责 山 麻 血 液 中 提取 DNA, PCR 扩 增 建立 的 遗传 标记 ， 我 们 已 经 知道 贡 
UL cyt- b 的 364bp 片段 中 有 1 个 五 pe 工 识别 位 点 ， 访 酶 可 将 这 一 片 恨 切 成 1 条 300 bp 
左右 的 片段 ( 另 一 条 60bp 的 片段 在 电泳 胶 上 不 易 看 到 )。 用 Hpa 了 处理 我 们 从 贡 山 麻 皮 张 


标本 中 扩 增 出 的 片段 ， 也 产生 1 条 300 bp 的 片段 ， 从 而 证 明 这 一 片段 确实 是 贡 山 谭 的 


cyt-b 基因 片段 。 


om ege 


Tage de 
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从 陈旧 的 标本 中 提取 DNA 分 子 进行 分 子 生 物 学 分 析 ， 是 当前 分 子 生 物 学 和 进化 生物 
学 、 古 生物 学 相 结 合 进 行 研究 的 一 个 热点 。 一 般 认 为 ， 动 物 死亡 后 ， 细 胞 内 的 酶 系统 由 于 
失去 调控 系统 的 控制 ， 开 始 对 自身 进行 降解 ， 细 胞 内 的 DNA 将 被 大 量 降 解 ， 因 此 从 陈旧 
标本 中 提取 到 的 DNA 分 子 量 都 很 小 。 死 亡 一 定时 间 后 ， 酶 逐渐 失 活 ， 细 胞 也 不 断 失 去 水 
分 ， 这 种 自身 降解 作用 将 逐渐 减弱 并 趋 于 停止 。Paabol1989) 认 为 从 动物 死亡 到 标 和 车 完全 
干燥 的 时 间 的 长 短 ， 是 读 标 本 能 够 保留 多 大 DNA 分 子 最 关键 的 因素 ， 他 曾经 证 明 从 几 千 
年 前 的 标本 中 提取 的 DNA 分 子 的 平均 大 小 和 从 几 年 前 的 标本 中 提取 到 的 分 子 大 小 完全 设 
有 差异 其 至 从 木乃伊 中 提取 出 的 DNA 分 子 还 比较 大 些 。 他 认为 木 万 伊 在 死亡 不 久 就 立 
RH TIER, MA TERTE, Am DNA 分 子 反 而 保存 得 好 一 些 。 我 们 的 结果 也 表 
明 ， 能 否 扩 增 出 307 bp 片段 与 提取 到 的 DNA 分 子 有 量 有 关 ， 但 与 标本 保存 的 年 代 长 短 设 
A XT 

我 们 推测 ， 前 人 从 陈旧 标本 中 提取 到 DNA 片段 不 够 大 ， 不 是 因为 该 标本 中 没有 较 大 
的 DNA 分子， 而 是 因为 这 些 分 子 在 提取 过 程 中 由 于 处 理 不 当 被 DNA MRR, ERRE 
主要 发 生 在 标本 被 浸泡 软化 的 时 收 。 因 此 ， 我 们 采用 含 高 浓度 EDTA RRR, Mil 
DNA 酶 的 活性 ， 有 效 地 防止 了 DNA 降解 。 另 外 ， 胺 原 酶 和 冉 蛋 白 酶 宜 采 用 高 浪 度 ， 短 
时 间 ， 尽 量 减少 DNA 酶 作用 的 机 会 。 

显然 ， 扩 增 得 到 的 DNA 片段 的 特异 人 性 还 有 待 于 DNA 序列 分 析 的 确证 。 目 前 有 关 的 
工作 正在 进行 中 。 
3.3 NUMBER EID 

一 个 良好 的 遗传 标记 必须 满足 下 列 条 件 : 

并 稳定 性 :该 标 记 不 受 性 别 、 年 龄 、 生 活 状 态 等 可 变 因素 的 影响 ; 

巴特 异性 ， 为 某 种 动物 所 特有 ， 至 少 需要 鉴别 的 两 种 动物 必须 有 具有 不 同 的 标记 ， 

到 代表 性 ， 一 个 特定 的 标记 在 特定 的 动物 中 变异 性 必须 很 小 ， 即 绝 大 多 数 同 种 动物 都 
要 带 有 这 个 标记 。 为 了 防止 个 体 差异 导致 错误 的 判断 ， 有 时 话 要 建立 两 个 或 多 个 遗传 标 
记 ， 以 保证 结果 的 可 靠 性 。 

线粒体 DNA 分 子 结构 简单 ， 无 组 织 和 生长 状态 特异 性 ， 不 发 生 重组 ,个体 差 异 相对 
较 小 而 物种 间 差 异 较 天， 因此 是 建立 物种 间 遗 传 标记 的 良好 工具 。 

虽然 用 限制 性 内 切 酶 位 点 多 态 性 来 建立 遗传 标记 的 思路 是 正确 的 ， 但 由 于 扩 增 片段 只 
有 360 bp 左右 ， 很 多 酶 在 其 上 设 有 切 点 ， 一 个 个 酶 的 着 选 不 仅 费 时 费力 ， 而 且 需 要 耗费 
大量 昂 贵 的 限制 性 内 切 酶 。 一 个 可 行 的 修改 办 法 是 ， 先 测定 某 种 魔 的 扩 增 片段 的 序列 ， 有 
针对 性 地 寻找 在 这 一 片段 上 具有 识别 位 点 的 限制 性 内 切 酶 ， 然 后 再 用 这 些 酶 处 理 各 种 席 的 
扩 增 片段 ， 寻 找 多 杰 人 性 ， 建 立 遗 传 标记 。 
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的 技术 人 协助， 在 此 一 并 致谢 。 
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PCR ANALYSIS OF DNA FROM FUR SPECIMENS OF 
MUNTJACS (Muntiacus) 


Lan Hong Wang Wen Shi Liming $ 
(Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of 


Suences, Kunming 650223) 
Abstract 


The DNAs were extracted from both fresh sample and fur specimens of the Indian ; 
muntjac (Af. muntjak). the Chinese muntjac (M. reevesi), the black muntjac (M. cri— 
nifrons). Fea? s muntjac (M. feae) and the Gongshan muntjac (M. gongshan— 
ensis) For the fur specimens. DNAs of over 1.0 kilobase pair (kb) were obtained. 
Polymerase Chain Reactions (PCR) were performed for these DNAs using a pair of universal 
primers localized in cytochrome b gene of animal mitochondrial DNA. Fragments of about 
360 base pair (bp) in size were detected by 1.5% agarose gel electrophoresis. We used 28 re- 
striction endonucleases to digest the amplified fragmeuts and found some polymorphic sites 
among mtDNA of muntjacs. 
Key words Muntjac, Fur specimens. PCR (Polymerase Chain Reaction) 


